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La fixation biologique d’azote réalisée par les cyanobactéries est un processus important dans 
les écosystèmes où la productivité est limitée par la disponibilité de l’azote. Dans des 
conditions de changements globaux, l’augmentation du CO2 atmosphérique pourrait engendrer 
une augmentation des taux de fixation d’azote permettant de combler la demande croissante 
d’azote nécessaire à la croissance. Cependant cette augmentation des taux de fixation d’azote 
pourrait dépendre des disponibilités en molybdène (Mo) et en phosphore (P), mais également 
être contrebalancée par l’azote minéral apporté via les dépositions atmosphériques. 
 
La complexité des systèmes naturels, notamment les caractéristiques de la symbiose 
cyanobactérie-végétaux supérieurs rends difficile l’étude de l’effet de l’augmentation du CO2 
et des dépositions atmosphérique sur la fixation d’azote, dépendamment des disponibilités en 
Mo et P. Nous avons donc tenté de déterminer les effets de ces facteurs environnementaux 
(CO2 et apport d’azote minéral), en utilisant des cultures pures de cyanobactéries (Anabaena 
variabilis) dans différentes conditions de disponibilités en Mo et P. Cette approche 
expérimentale réductionniste nous a permis de mettre en évidence un effet significatif du P sur 
la concentration de la chlorophylle, indépendant des conditions environnementales (CO2, N) 
ainsi qu’une interaction entre le Mo et le P pour la variable chlorophylle, dans des conditions 
de CO2 augmenté sans apport d’azote. Cette interaction entre le Mo et le P pourrait être 
expliquée par un compromis entre l’acquisition du carbone, facilitée dans des conditions de 
CO2 augmentée, et la fixation biologique d’azote. Notre étude a également permis de mettre en 
évidence un effet significatif du P sur la croissance d’A. variabilis, dans des conditions de CO2 
ambient et en présence d’azote. De façon plus spécifique, à haut P (2.5 10-5 M) le taux de 
croissance était plus faible (P = 0.02), alors que la quantité de chlorophylle et l’activité de la 
nitrogénase étaient toutes deux plus élevée (P = 0.002 et P = 0.015 respectivement). Cet effet 
du P pourrait être expliqué par une différence de stratégie de croissance de la cyanobactérie. A 
faible P, la cyanobactérie pourrait investir dans de courts filaments composés de cellules 
volumineuses, contrairement à des conditions de concentration en P élevées, où la 
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cyanobactérie pourrait investir plus dans la formation d’hétérocystes et de filaments plus 
longs, composés de cellules plus petites.  
 
Cette étude apporte des pistes de réflexion quant aux stratégies permettant aux cyanobactéries 
filamenteuses de s’adapter à l’augmentation du CO2 atmosphérique et des dépositions azotées, 
en fonction des disponibilités en Mo et P. Un compromis entre l’acquisition de C et la fixation 
d’azote ou un changement de la stratégie de croissance des filaments pourrait permettre aux 
cyanobactéries filamenteuses d’être moins sensibles aux stress environnementaux 
(augmentation du CO2 atmosphérique et disponibilité des nutriments tels que l’azote). 
 
Mots clés : Fixation biologique d’azote, CO2 atmosphérique, dépositions atmosphériques 
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CHAPITRE 1  
INTRODUCTION GÉNÉRALE 
1.1. Les changements globaux 
Le climat de la Terre varie naturellement au cours du temps et oscille entre des périodes 
glaciaires et des périodes plus chaudes (interglaciaires) (Petit et al. 1999). Ces variations 
climatiques peuvent avoir des causes naturelles telles que l’activité solaire (Solanki  et al. 
2004 ; Foukal et al. 2006), la variation de l’orbite de la Terre (Imbrie et al. 1984), ou bien des 
causes anthropiques liées aux activités humaines telles que la combustion des énergies fossiles 
(Levitus et al. 2001). Le terme changement climatique a été défini par la convention-cadre des 
Nations Unies sur les changements climatiques (CCNUCC 1992, article premier) comme «des 
changements de climats attribués directement ou indirectement à une activité humaine, altérant 
la composition de l’atmosphère mondiale et qui viennent s’ajouter à la variabilité naturelle 
observée au cours de périodes comparables ».  
 
Depuis l’ère pré-industrielle, les changements climatiques semblent survenir plus rapidement 
que par le passé. L’industrialisation ainsi que le développement et la combustion des énergies 
fossiles ont engendré une augmentation des rejets dans l’atmosphère des gaz à effet de serre, 
dont le dioxyde de carbone (CO2) (Raupach et al. 2007 ; Canadell et al. 2007). La 
concentration atmosphérique mondiale en CO2, évaluée par la NOAA (National Oceanic and 
Atmospheric Administration), à partir de 40 sites dispersés sur l’ensemble du globe, a 
augmenté de 120 ppm depuis le début de l’ère pré-industrielle. Selon la NOAA, la moitié de 
cette augmentation se serait produite depuis les années 1980. En mars 2015, la concentration 
moyenne de CO2 dans l’atmosphère, mesurée à l’observatoire Mauna Loa à Hawaii, a dépassé 
le seuil des 400 ppm (NOAA, données ESRL/GMD). A l’échelle du globe, cette augmentation 
de la concentration des gaz à effet de serre contribue à accentuer l’effet de serre naturel et se 
traduit par un réchauffement de l’atmosphère. Selon les scénarios du cinquième rapport du 
Groupe d’experts Intergouvernemental sur l’évolution du climat (GIEC), la concentration 
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atmosphérique des gaz à effet de serre pourrait atteindre 750 à 1300 ppm (CO2 eq) d’ici 2100, 
ce qui conduirait à une hausse moyenne des températures allant de 3.7 à 4.8°C par rapport à 
l’ère pré-industrielle (IPCC 2014).  
En parallèle, la combustion des énergies fossiles ainsi que le développement des activités 
humaines, ont également engendré une augmentation de l’émission dans l’atmosphère d’azote 
(N) sous forme réactive (NOx, NHy) (Galloway et al. 2004). Cet azote réactif entre dans les 
écosystèmes via les dépositions atmosphériques (figure 1), soit sous forme sèche (poussière) 
soit sous forme humide (pluie, neige, brouillard).  
 
Figure 1 : Évolution des dépositions atmosphériques d’azote total (mg N m-2 an-1) à l’échelle 









augmentent selon un gradient nord-sud (Ouimet et al. 2009). Cependant à proximité des 
grandes agglomérations, dans le nord des États-Unis et en Europe, les dépositions 
atmosphériques d’azote peuvent atteindre des taux avoisinant les 40 kg N ha-1 an-1 (Grulke and 
Balduman 1999 ; Galloway et al. 2004). L’azote exogène, apporté à 64% environ sous forme 
de nitrate (Ouimet et al. 2009), peut modifier la balance et le cyclage des éléments nutritifs 
(Aber et al. 2003 ; Galloway et al.  2004 ; Gu et al. 2010), notamment dans les biomes comme 
la forêt boréale où la productivité est limitée par la disponibilité de l’azote (Vitousek & 
Howarth 1991). 
1.2. Importance des bryophytes en forêt boréale 
La forêt boréale représente environ un tiers de la zone forestière de la planète. Le Canada en 
possède la deuxième plus vaste région après la Russie, avec une superficie de 5.8 million de 
km
2
, ce qui représente près de 30% de la forêt boréale mondiale (Anielski & Wilson 2009). Ce 
biome possède d’importantes ressources naturelles et fournit de nombreux services 
écosystémiques. Par exemple, la forêt boréale contient environ un tiers des réserves de 
carbone continental (Climate Change 2007 ; Pan et al. 2011), ce qui en fait un facteur 
important impliqué dans le contrôle de notre futur climat. Les changements climatiques, 
comme l’augmentation de la température, pourraient engendrer une importante libération de ce 
C stocké dans le sol (fonte du pergélisol ou augmentation de la décomposition de la matière 
organique). De ce fait, si les rejets de C sont supérieurs à la séquestration du C dans la matière 
organique, il est possible que la forêt boréale devienne une importante source de CO2 
atmosphérique. Ceci entraînerait une boucle de rétroaction positive entre les changements 
climatiques en cours et la minéralisation des stocks de carbone (Lindroth et al. 1998 ; Goulden 
et al. 1998). Pour mieux comprendre et étudier cette question, il est important d’identifier 
certains des principaux groupes végétaux en forêt boréale et de comprendre comment ceux-ci 
réagiront en tant que sources et puits de carbone, face aux changements climatiques et 
atmosphériques en cours.  
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Les bryophytes sont une composante importante des communautés végétales en forêt boréale. 
Situés à l’interface des systèmes souterrain et aérien, les bryophytes retiennent une grande 
quantité d’eau et constituent un isolant thermique pour le sol (Blok et al. 2011 ; Gornall et al. 
2007), ce qui ralentit la décomposition de la matière organique et maintient les stocks de 
carbone dans l’écosystème (Hollingsworth et al. 2008). Leur litière est également réputée pour 
se décomposer lentement (Hobbie et al. 2000 ; Turetsky et al. 2010), ce qui contribue 
davantage à ralentir les émissions de CO2. D’autre part, les bryophytes représentent un puit 
important de CO2 atmosphérique qui contribue au maintien des stocks terrestres de carbone. 
Par exemple, lors des successions secondaires suivant les feux, jusqu’à 20% de la productivité 
primaire nette de la forêt boréale est attribuable aux bryophytes (Turetsky et al. 2010), et 
celles-ci peuvent éventuellement couvrir 70% à 100 % de la surface du sol (Zachrisson et al. 
2004).  
Comme pour la plupart de végétaux en forêt boréale, la productivité des bryophytes est limitée 
principalement par la disponibilité en azote (N). Dans les pessières à mousses, la majorité de 
l’azote du sol se retrouve chimiquement liées à la matière organique qui s’accumule sous 
forme d’humus de type mor (rapport C/N >20). Cet azote est peu disponible aux végétaux, 
surtout aux bryophytes qui ne sont pas munis de racines. L’obtention de l’azote par les 





au Québec, Ouimet et al. 2009) ainsi que par la fixation biologique d’azote (FBN), qui peut 




 (DeLuca et al. 2002). La fixation biologique d’azote est 
effectuée par des cyanobactéries épiphytes associées aux bryophytes, dans des cellules 
spécialisées appelées hétérocystes. La réduction du N2 atmosphérique dans la bryosphère est 
alors catalysée par un complexe enzymatique que l’on appelle nitrogénase. Ce complexe est 
constitué de deux protéines (figure 2), une sous-unité de fer-soufre (Fe-S) et un tétramère de 
molybdène-fer (Mo-Fe) contenant le site actif pour la réduction du N2 en NH3 (Rees et al. 
2005). Afin de réduire une mole de N2, cette nitrogénase va nécessiter l’apport de 16 moles 





Réaction de réduction du N2 par la Mo nitrogenase (Igarashi 2003):  









Figure 2 : Schéma simplifié de la composition et du fonctionnement de la Mo-nitrogénase. Les 
électrons nécessaires à la réduction du diazote sont transférés de la chaine respiratoire via la 
ferredoxine, puis jusqu’au site actif où le N2 sera réduit en NH4.  
 
 
Lorsque le molybdène est limitant dans l’environnement, certaines cyanobactéries pourraient 
exprimer, comme certaines bactéries fixatrices d’azote telles que Azotobacter chroococcum 
(Miller & Eady 1988), des nitrogénases dites alternatives (Kentemich et al. 1988 ; Thiel 1993 ; 
Zhang et al. 2016). Dans ces nitrogénases alternatives, le Mo contenu dans le site catalytique 
est remplacé soit par du Vanadium (V) dans la V-nitrogénase, soit par du Fer (Fe) dans la Fe-
nitrogenase (Eady 1996). La V-nitrogénase exprimée par Azotobacter chroococcum semble 
être plus efficace que la Mo-nitrogénase, à basse température, pour réduire l’azote 
atmosphérique (Miller & Eady 1988). L’expression de nitrogénases alternatives pourrait donc 
permettre un maintien de la fixation biologique d’azote atmosphérique dans des conditions de 
température plus larges. 
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1.3. Facteurs limitants la fixation biologique de l’azote  
Des études ont démontré que l’augmentation de la concentration atmosphérique de CO2 
pouvait stimuler la productivité de la forêt boréale (White et al. 2000), en stimulant la 
photosynthèse (Kirschbaum 2000), du moins à court-terme. Toutefois cette augmentation de 
productivité pourrait vite devenir limitée par la disponibilité des nutriments dans les sols, 
notamment de l’azote (Vitousek & Howarth 1991). Par contre, il est théoriquement possible 
que les taux de fixation d’azote soit également stimulés par l’augmentation de la concentration 
atmosphérique de CO2 (e.g. Low-Décarie et al. 2011; Hutchins et al. 2015), ce qui pourrait 
maintenir une hausse de productivité forestière à long terme. Cependant cette augmentation de 
la fixation d’azote pourrait s’estomper en présence d’une augmentation des dépositions 
atmosphériques d’azote. Ceci s’explique par le fait que la FBN représente un coût énergétique 
important pour la cyanobactérie, qui n’aura donc pas besoin de dépenser ses ressources de 
carbone en présence d’une source exogène d’azote. Par exemple, Ackermann et al. (2012) ont 
noté une importante diminution de la FBN dans la bryosphère, le long des routes achalandées, 
au nord de la Suède. Leur étude a d’ailleurs confirmé une augmentation de la FBN en 
s’éloignant de ces routes, en lien avec un gradient décroissant en pollution azotée. Dans le 
même sens, Gundale et al. (2011) ont démontré une relation négative entre des apports 
expérimentaux en azote et la FBN dans la bryosphère. Il semble donc que l’augmentation de la 
concentration atmosphérique en CO2 et les dépositions atmosphériques d’azote auront des 
effets contraires sur les taux de FBN. Il est donc important de tester l’effet interactif de ces 
deux facteurs sur la FBN des cyanobactéries. 
Le Mo, qui est un cofacteur de la nitrogénase, est présent en faible quantité (1 ppm) dans la 
croute continentale (Duval et al. 2015). Le phosphore (P) quant à lui, est un composant 
cellulaire impliqué dans la formation des membranes et des acides nucléiques, mais également 
dans le cycle de l’adénosine triphosphate (ATP), la devise énergétique qui intervient dans la 
FBN. Les effets de la disponibilité du Mo et du P sur la FBN ont été étudiés dans divers 
écosystèmes, allant de la forêt tropicale à la forêt boréale (e.g. Vitousek and Hobbie 2000; 
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Barron et al. 2009 ; Wurzburger et al. 2012 ; Jean et al. 2013) ainsi que dans les écosystèmes 
aquatiques et marins (e.g. Glass et al. 2012 ; Romero et al. 2013). Dans la majorité des cas, 
l’augmentation des disponibilités du Mo et du P semble stimuler l’activité de la nitrogénase 
(Wurzburger et al. 2012 ; Glass et al. 2010 ; Romero et al. 2013). Cependant certaines 
expériences menées en conditions naturelles avec des ajouts de P et Mo, ont été moins 
concluantes, montrant une absence d’effet sur la FBN (Gupta et al. 1991 ; Hartley and 
Schlesinger 2002 ; Zackrisson et al. 2009) ou un effet négatif (Smith et al. 1984). La 
complexité de la symbiose entre les bryophytes et les cyanobactéries rends également difficile 
l’étude de l’impact du Mo et du P sur la FBN, dans des conditions de CO2 augmenté ou en 
présence d’une source exogène d’azote. De nombreux facteurs abiotiques peuvent influencer 
l’établissement de la symbiose bryophytes-cyanobactéries ainsi que les taux de FBN, tels que 
le taux d’humidité, la température ou la lumière (Zielke et al. 2002 ; Gundale et al. 2009 ; Jean 
et al. 2013 ; Gundale et al. 2012). Bay et son équipe (2013) ont suggéré que la colonisation 
des mousses par les cyanobactéries pouvait être contrôlée par les bryophytes, à travers la 
sécrétion de molécules chimiques permettant l’établissement de la symbiose. Les bryophytes 
peuvent être associées à différents genres de cyanobactéries tels que Nostoc, Anabaena, 
Calothrix et Stigonema (Gentili et al. 2005 ; Houle et al. 2006 ; Ininbergs et al. 2011). Chacun 
de ces genres possède des optimaux de température pour le fonctionnement de la nitrogénase.  
Cette complexité de la symbiose entraine souvent des biais pour l’étude des facteurs 
influençant les taux de FBN en milieu naturel. Il est par conséquent important de développer 
une approche méthodologique réductionniste permettant de s’affranchir des biais liés à la 
complexité des systèmes naturels.  
1.4. Modèle d’étude : Anabaena variabilis 
Anabaena variabilis est une cyanobactérie hétérocystique filamenteuse qui a fait l’objet de 
nombreuses études depuis les années 1970 (Wolk 1970), notamment dans les domaines de la 
physiologie (Kaplan et al. 1980 ; Meeks and Elhai 2002), de la génétique (Thiel 1999 ; Thiel 
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et al. 2004) ou de la biochimie (Pierce et al. 1969 ; Borodin et al. 2000 ; Bothe et al. 2010). 
Cette cyanobactérie photoautotrophe, que l’on peut retrouver à l’état libre ou en symbiose 
avec divers végétaux, est devenue un organisme modèle très utilisé en laboratoire, notamment 
pour l’étude de la FBN. Anabaena variabilis est une cyanobactérie ubiquitaire (Singh 2009) 
facilement cultivable en laboratoire (Allen and Arnon 1955) et qui réponds à de nombreux 
facteurs environnementaux (Kaplan et al. 1980 ; Sato et al. 1980 ; El-Gamal et al. 2008 ; 
Chinnasamy et al. 2011). Sa croissance est rapide avec un temps de doublement avoisinant les 
36 h (Wolk & Shaffer 1976) et son génome a été entièrement séquencé (Thiel et al. 2014).  
De plus, A. variabilis, qui est une cyanobactérie de la famille des Nostocaceae, est proche 
d’un point de vue phylogénétique du genre Nostoc (Thiel et al. 2014) que l’on retrouve 
fréquemment associé aux bryophytes (DeLuca et al. 2002 ; Gentili et al. 2005 ; Houle et al. 
2006). 
1.5. Objectif de l’étude et hypothèses 
Des cultures d’Anabaena variabilis en phase exponentielle de croissance ont été utilisées afin 
de mesurer le taux de croissance, le contenu en chlorophylle ainsi que l’activité de la 
nitrogenase, pour des disponibilités en Mo et P faibles ou élevée. Anabaena variabilis a été 
cultivée dans quatre environnements différents, sous CO2 augmenté ou ambiant, avec ou sans 
ajout d’azote. 
L’augmentation de la concentration en CO2 atmosphérique devrait stimuler la croissance des 
cyanobactéries en augmentant l’efficacité de la photosynthèse. Cette augmentation de la 
croissance devrait engendrer une augmentation de la demande en azote nécessaire au 
développement et au fonctionnement des cyanobactéries. En l’absence d’azote exogène, la 
fixation de l’azote atmosphérique constitue la seule source de nouvel azote disponible pour la 
croissance des cyanobactéries. Par conséquent, les taux de FBN devraient augmenter 
parallèlement aux taux de croissance. En présence d’azote minéral et dans des conditions de 
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CO2 ambiant, l’azote apporté au milieu de croissance devrait réduire voire inhiber la FBN qui 
est couteuse en énergie pour la cyanobactérie. En conditions de CO2 augmenté, cet azote 
exogène pourrait ne pas être suffisant pour supporter l’augmentation de croissance engendrée 
par l’augmentation du CO2 atmosphérique. Dans ce cas, la FBN pourrait être maintenue, et 
constituerait une source d’azote complémentaire à l’azote exogène, permettant ainsi de 
soutenir l’augmentation de croissance des cyanobactéries en conditions de CO2 augmenté. 
Cependant, les taux de FBN devraient être dépendants des disponibilités du Mo et du P. Dans 
des conditions de CO2 ambiant, la FBN pourrait être limitée par le Mo lorsque la disponibilité 
du P est élevée. Inversement, lorsque la disponibilité du P est faible, la FBN serait plutôt 
limitée par le P.   
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CHAPITRE 2  
EFFECT OF MOLYBDENUM AND PHOSPHORUS ADDITIONS ON GROWTH AND 
NITROGEN FIXATION IN ANABAENA VARIBILIS UNDER ELEVATED CO2 WITH 
NITROGEN DEPOSITIONS 
C. Bringuier, R.L. Bradley, and J.-P. Bellenger 
1.1. Mise en contexte et contribution des auteurs 
La complexité des systèmes naturels rends difficile l’étude du rôle des disponibilités en Mo et 
P dans la réponse de la fixation biologique d’azote, face aux changements climatiques et 
atmosphériques. Nous avons donc tentés de déterminer ces effets des disponibilités du Mo et P 
sur la FBN, dans différentes conditions de CO2 et d’apport exogène d’azote, à l’aide d’une 
approche expérimentale réductionniste utilisant des cultures pures de cyanobactéries. Pour ce 
faire, des cultures d’Anabaena variabilis en phase exponentielle de croissance ont été placées 
en chambre de croissance dans quatre conditions environnementales différentes combinant une 
concentration en CO2 ambiante (400 ppm) ou augmentée (1000 ppm) et des apports ou non 
d’azote exogène (ajoutés sous la forme d’ammonium nitrate).  
Notre étude a mis en évidence un effet significatif du P sur la quantité de chlorophylle dans les 
quatre conditions environnementales ainsi qu’une interaction significative entre le Mo et le P 
sur la variable chlorophylle, en conditions de CO2 augmenté sans ajout d’azote. Cette 
interaction pourrait être le signe d’un compromis entre l’acquisition de C via la photosynthèse 
et la fixation d’azote. Enfin le P semble engendrer une diminution du taux de croissance 
associée à une augmentation de l’activité de la nitrogénase, dans les conditions de CO2 
ambiant avec ajout d’azote. Cet effet contraire du P à haute concentration pourrait être le 
résultat d’un changement de la stratégie de croissance de la cyanobactérie filamenteuse. Celle-
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ci pourrait investir dans la formation de cellules plus petites ainsi que dans la différentiation 
d’hétérocystes à haut P. 
L’article sera prochainement soumis au journal Environmental Microbiology Reports. La 
première auteure Charline Bringuier a participé à l’élaboration du protocole expérimental, aux 
analyses en laboratoire, aux analyses statistiques ainsi qu’à la rédaction, sous la supervision de 
son directeur de recherche le professeur Robert Bradley (Université de Sherbrooke) ainsi que 
de son co-directeur le professeur Jean-Philippe Bellenger (Université de Sherbrooke).  
2.1. Abstract 
Biological nitrogen fixation (BNF) is a process that may respond positively to increased 
atmospheric CO2 but negatively to increased N deposition. However, the singular and 
interactive effects of CO2 and N deposition on BNF rates could depend on the nutrient balance 
in soils (mostly Mo and P) and are highly variable and inconsistent under field conditions. We 
tested the relative effects of Mo and P on BNF and growth rates of Anabaena variabilis, 
grown under ambient or elevated CO2, with or without N additions in the form of NH4NO3. 
We show that the chlorophyll concentration is increased by high P concentrations under all 
four environmental conditions. Under ambient CO2 and added N, the repression of the 
nitrogenase activity by the added nitrogen observed under low P concentrations seemed to be 
removed by P addition under ambient CO2. This higher activity of the nitrogenase with high P 
concentration is accompanied by a reduced growth rate. Moreover there is a significant 
interaction between Mo and P additions under elevated CO2 without N. All together, these 
effects could indicate that the response of A. variabilis to elevated CO2 and/or N deposition 
seems to be the result of a trade-off between the acquisition of carbon and nitrogen fixation. 
Keywords: Biological nitrogen fixation, elevated CO2, nitrogen deposition, molydenum, 




Since the industrial revolution, atmospheric carbon dioxide (CO2) concentrations have steadily 
risen and have recently exceeded 400 ppm (Dlugokencky and Tans, NOAA/ESRL). 
Furthermore, based on projected CO2 emission rates, these atmospheric concentrations could 
double to 800 ppm before the end of the current century (IPCC). Meanwhile, industrial 
emissions and fossil fuel combustion have also contributed large amounts of gaseous nitrous 
oxides to the atmosphere, which can be transported and deposited onto ecosystems located 
hundreds of kilometers from their source. For example, nitrogen (N) deposition in forested 




 (Grulke and Balduman 
1999), comprising more than half of the total N annual input to these ecosystems (Nadelhoffer 
et al. 1999). It is expected that the combined effects of increasing atmospheric CO2 and N 
deposition will shift the nutrient balance controlling major biological processes (Elser et al. 
2009; Sardans et al. 2012). 
Biological nitrogen fixation (BNF) is one such process that may respond positively to 
increased atmospheric CO2 (Hutchins et al. 2015) and negatively to increased N deposition 
(Ackermann et al. 2012). Although few studies have tested the relative importance, or the 
interactive effects, of these two global change factors, there is some evidence that N 
deposition will exert a stronger control on BNF rates than elevated CO2 (Berthrong et al. 
2014). That generalization may not hold, however, as the singular and interactive effects of 
CO2 and N deposition could also depend on the nutrient balance in soils. For example, 
molybdenum (Mo) is an important component of the nitrogenase enzyme that is responsible 
for fixing atmospheric N, but it is also scarce in the earth’s crust (ca. 1 ppm) (Wedepohl 1995; 
Kabata-Pendias 2010).  Likewise, phosphorus (P) is an important component of adenosine 
triphosphate (ATP) used to transfer the energy required for reducing atmospheric N2, but its 
bioavailability in soils is often low. Accordingly, several studies have revealed positive effects 
of Mo and/or P additions on BNF rates (Silvester 1989; Hafner et al. 1992; Vieira et al. 1998; 
Benner et al. 2007; Bellenger et al. 2011; Barron et al. 2009; Wurzburger et al. 2012), but 
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such results remain highly variable and inconsistent under field conditions (Smith et al. 1984; 
Gupta et al. 1991; Hartley and Schlesinger 2002; Zackrisson et al. 2009). There is a need, 
therefore, to test the relative effects of Mo and P on BNF rates under elevated CO2 and N 
deposition, using a reductionist methodological approach to remove bias and noise 
encountered under field conditions. 
Anabaena variabilis is a filamentous cyanobacterium which is capable of photosynthesis and 
of reducing atmospheric dinitrogen to amino form in specialized cells called heterocysts. A. 
variabilis is a model organism for studying the response of BNF to environmental and 
nutritional factors because it grows fast (Wolk and Shaffer 1976), it responds well to changes 
in environmental conditions (Kaplan et al. 1980; Sato et al. 1980; El-Gamal et al. 2008; 
Chinnasamy et al. 2011) and it can be easily cultured in the laboratory (Allen and Arnon 
1955). We thus report on a study where we measured the exponential growth rate, chlorophyll 
content and nitrogenase activity of A. variabilis cultures grown under high and low Mo and P 
concentrations in four different environments, namely at ambient or elevated CO2, with or 
without added N. 
2.3. Materials and methods 
2.3.1. Growth medium and experimental setup 
The experiment consisted of four experimental factors (CO2, N, Mo and P) crossed in a 
factorial design. Given that four-way interactions are difficult to interpret, and given the 
objectives of our study, the design and subsequent analysis of the data was simplified as a 2 x 
2 factorial design testing the effects of Mo and P concentrations under four environmental 
conditions. The environmental conditions were themselves the product of a 2 x 2 factorial 
design of CO2 and N concentrations. 
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A. variabilis (ATCC 29413) was grown in continuous cultures (100 ml) using an eight fold 
dilution (AA/8) of the Allen and Arnon medium (Allen & Arnon, 1955). The medium, which 
is N-free, was modified for two Mo (6.5 10
-9
 M and 6.5 10
-8
 M) and two P (2.5 10
-6
 M and 2.5 
10
-5
 M) concentrations that match the low range of continental environmental concentrations 
(Sohm et al. 2011; Glass et al. 2012). Initial tests, in which we independently manipulated Mo 
and P concentrations over 5 orders of magnitude, had determined that the two Mo and P 
concentrations chosen for the present study were sufficient to maintain optimal growth of A. 
variabilis at ambient CO2 and temperature conditions. The pH of the medium was set to 8.2 
using HEPES buffer (0.5 M) and the cultures were grown under continuous agitation (125 
rpm) in growth chambers. These four treatments were applied in triplicate to each of the four 
environmental conditions (N = 48). The two N concentrations were either 0 (i.e. non-amended 
medium) or 10
-5
 M, applied as NH4NO3, whereas the two CO2 concentrations in the growth 
chambers were 400 and 1000 ppm. 
2.3.2. Response variables 
Growth rates were estimated from the optical density (OD720nm) of cultures during the 
exponential growth phase (Glass et al. 2010; Thiel & Pratte 2013), from an optical density 
(OD) of 0.01 up to 0.06 (5 generations). An exponential regression was generated for each 
culture and the equation of the growth curve was used to estimate the doubling time (DT). The 
growth rate (µ) was calculate using the formula µ = ln (2) / DT. 
Chlorophyll was extracted in 90% methanol (MacKinney 1941) from 1.5 ml aliquots of 
cultures collected at the end of the exponential growth phase (i.e. at OD720nm = 0.06). The 
absorption of light was measured by spectrophotometry (SpectraMax 250, Molecular Devices 
LLC., USA) at both 665 and 750 nm and these values were used to calculate the concentration 




Nitrogenase activity was estimated by the acetylene reduction assay (ARA) (Hardy et al. 
1968). Aliquots (2 ml) of each culture were collected at the end of the exponential growth 
phase, and these were transferred into 20 ml clear glass vials. The vials had previously been 
soaked for 24 hours in a 10% HCl solution and then rinsed with ultrapure water to remove all 
contaminants. The vials were sealed with septa caps and 10% of the air volume was replaced 
by acetylene gas. The vials were then shaken at 125 rpm for 4 h in a growth chamber. Gas 
samples (3 ml) were taken every 2 hours and analyzed on a gas chromatograph with a flame 
ionization detector (GC-8A, Shimadzu, Japan) for the detection and quantification of ethylene 






2.3.3. Statistical analyses 
We used two-way ANOVA to test the main effects of Mo and P concentrations, as well as 
their interactions, on the growth rate, chlorophyll content and nitrogenase activity of A. 
variabilis for each combination of CO2 and N conditions. When significant interactions were 
found, we tested the effects of Mo concentration within each P concentration using a t-test. 
For the condition “elevated CO2 with N”, the cultures with low Mo and P concentrations 
didn’t reach the end of the exponential growth phase. The lack of these data required that we 
test the effects of the remaining three Mo-P combinations using one-way ANOVA, followed 
by post hoc Tukey tests. All analyses were performed with the R software version 3.2.2 (R 
Development Core Team 2015). 
2.4. Results 
At ambient CO2 concentration and without N in the growth medium, we only found a 
significant and positive effect (P = 0.001) of P concentration on mean chlorophyll 




At ambient CO2 concentration and with N added to the growth medium, we found significant 
effects of P concentrations on all three response variables (Fig. 1b,d,f). More specifically, 
growth was higher at low P concentrations (P = 0.020), whereas chlorophyll and chlorophyll-
specific ARA were higher at high P concentrations (P = 0.002 and 0.015 respectively). 
At elevated CO2 concentration and without N added in the growth medium, there was a 
significant effect of P (P = 0.005), with higher chlorophyll found at the high P concentration 
(Fig. 4c). In the same growing environment, we also found a significant Mo x P interaction (P 
= 0.047) controlling chlorophyll concentrations (Fig. 2c). Subsequent t-tests revealed 
significantly higher chlorophyll at the high Mo concentration when P was low (t = 0.014), but 
not so when P was high. 
At elevated CO2 concentration and with N added to the growth medium, growth of A. 
variabilis with low Mo and low P did not reach the end of the exponential phase, as previously 
mentioned. One way ANOVA revealed a significant effect (P = 0.002) among the remaining 
three Mo-P combinations on chlorophyll concentrations. Subsequently, a Tukey test found a 
significantly higher chlorophyll concentration at high P (both Mo concentrations) than at low 







Figure 1: Effect of P molar concentration on the exponential growth rate, chlorophyll 
concentration and chlorophyll-specific ARA of Anabaena variabilis cultures grown under 
ambient CO2 without N (Fig. 1a,c,e) and under ambient CO2 with added-N (Fig. 1b,d,f). Bar 






    
    
    
Figure 2: Effect of Mo and P molar concentrations on the exponential growth rate, chlorophyll 
concentration and chlorophyll-specific ARA of Anabaena variabilis cultures grown under 
elevated CO2 without N (Fig. 2a,c,e) and under elevated CO2 with added-N (Fig. 2b,d,f). Bar 
clusters with different upper-case letters designate significant main effects of either Mo or P (n 
= 3). Different lower-case letters designate significant effects of Mo within a given level of P 







2.5. Discussion  
Taken collectively, our results confirmed that Mo and P availability could affect BNF rates; 
however the effect on the BNF rates will be dependent on the CO2 and N status of the 
environment. Accordingly, here we will discuss the global effect of P on the chlorophyll 
concentration and the significant effects of Mo and/or P in each of the four specific 
environmental conditions. 
2.5.1.  Effect of P addition on the chlorophyll concentration 
Under all four environmental conditions, the increase of the chlorophyll concentration under P 
additions is consistent with the results of many previous studies indicating that freshwater 
primary production is generally limited by P (Schindler 1977; Elser et al. 2007; Elser et al. 
2009). P concentration can affect the biosynthesis rates of chlorophyll precursors thus 
affecting the chlorophyll content and the photosynthetic rates (Wu et al. 2006; Chen et al. 
2011). However in our study, this increase of the chlorophyll content is not accompanied by 
an increase of the growth rate. This seems to indicate that our A. variabilis cultures are 
producing more chlorophyll than needed for the growth (luxury production).  
2.5.2. Interaction between Mo and P additions on the chlorophyll concentration 
The interaction between Mo and P additions under elevated CO2 could be the result of a trade-
off between C and N fixation that are two energy and reductant consuming processes. 
Cyanobacteria have developed CO2 concentrating mechanisms (CCMs) to facilitate the 
transport and the accumulation of the inorganic carbon around the active site of the Rubisco 
(Badger & Price 2003; Price et al. 2008). Those mechanisms developed by the cyanobacteria 
to enhance the photosynthetic efficiency under low CO2 concentrations, have high energetic 
and metabolic costs. Under elevated CO2, the diffusion and the assimilation of the inorganic 
carbon are easier and the CCMs activity seems downregulated (Price et al. 2008; Rishiram et 
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al. 2012). The energy and the reductive power used for the synthesis of CCM related proteins 
and involved in CCM activity could be shunted towards other energy demanding processes as 
the nitrogen fixation (Beardall & Giordano 2002). This trade-off between C fixation and N 
fixation could allow cultures under elevated CO2 with low P to achieve the same 
photosynthetic efficiency as cultures  under ambient CO2 with high P, but with smaller 
chlorophyll content and with no changes of the growth rate. 
2.5.3. Effect of P addition in ambient CO2 and added N 
Under ambient CO2 and added N conditions, the addition of P removes the repression of the 
nitrogenase activity induced by the added N but seems to slightly lower the growth rate 
compared to low P conditions. This reduced growth rate observed under N and P additions 
could represent an artefact caused by the proxy used to estimate the growth of the 
cyanobacteria. The optical density of the culture is a measure that could be biased by the 
growth strategy of cyanobacteria and that is insensitive to morphological changes of cells (size 
or form of heterocysts and vegetative cells). In response to changing environmental factors as 
CO2 or nutrient concentrations, some cyanobacteria can invest in growth by increasing their 
cell volume or elemental quotas (Fu et al. 2007; Levitan et al. 2007; Czerny et al. 2009) 
instead of showing increasing cell division rate. Under N and P enrichment, the nitrogen 
assimilated by the cyanobacteria could be invested in the photosynthetic machinery (Arroniz-
Crespo et al. 2008), affecting the composition and the ratio of photosynthetic pigments 
(Arroniz-Crespo et al. 2008; Ochua-Hueso et al. 2014). N could also be accumulated in the 
form of storage molecules as cyanophycin granules (polymer of aspartic acid and arginine) in 
the cytoplasm or as amino acids (Li et al. 2001; Picossi et al. 2004; Kolodny et al. 2006). 
These changes of growth strategy of the culture could suggest physiological priorities either 
towards carbon fixation or nutrient acquisition. 
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2.5.4. Effect of Mo addition on ARA under elevated CO2 without N 
The effect of Mo on BNF rates under elevated CO2 concentration could be linked to the 
growth status of the culture of A. variabilis. During the exponential phase of growth, the cells 
tend to have a higher metabolic efficiency. It could be assumed that this phase could allow an 
uptake of nitrogen that excesses the needs of the cyanobacteria (luxury consumption). The N 
accumulated can be invested in the photosynthetic machinery (Arroniz-Crespo et al. 2008; 
Ochua-Hueso et al. 2014) or store for a further use in molecules as amino acids or 
cyanophycin (Li et al. 2001; Picossi et al. 2004; Kolodny et al. 2006). Under elevated CO2, 
this luxury consumption could be facilitated by the reduced CCM activity. The energy and 
reductive power invested in the transport and accumulation of inorganic carbon around the 
rubisco enzyme under ambient CO2 concentration could be reallocated to the accumulation 
and storage of nitrogen. At high Mo, the cells could have fixed enough nitrogen at the end of 
the exponential growth phase. In that case, the activity of the nitrogenase could slow down and 
the energy supplying the nitrogen fixation could be relocated towards carbon fixation. This 
lower rate of N fixation under high Mo concentration could be the result of an efficient trade-
off between nitrogen acquisition and carbon fixation.  
2.6. Conclusion 
Response of the cyanobacteria to the experimental conditions seems to be the result of a trade-
off between the processes of carbon and nitrogen acquisition that require a high metabolic 
efficiency (nutrient, energy and reductive agents). This high metabolic control seems to be 
dependent on the nutrients availability and more precisely on the balance between nitrogen 
and phosphorus. It seems that cyanobacteria are efficient organisms able to adjust their 
metabolism in response to environmental changes, investing either in carbon fixation and/or in 
nutrient acquisition and accumulation.  
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Further studies are needed to shed light on the mechanisms involved in the regulation of 
metabolism during the exponential phase of growth, especially the mechanisms involved in 
the trade-off between carbon fixation (photosynthesis) and nitrogen fixation. BNF performed 
by the cyanobacteria is an important process in ecosystems where the productivity is N-
limited. The adaptation of cyanobacteria to the upcoming changes such as increasing CO2 
concentration and atmospheric depositions of nitrogen could represent an important factor in 
the adaptation of ecosystems to global changes. 
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CHAPITRE 3  
DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION 
3.1. Rappel des principaux résultats et interprétations 
Ce projet avait pour but d’étudier, à l’aide d’une approche méthodologique réductionniste, les 
effets du Mo et du P sur la croissance ainsi que sur les taux de fixation biologique de l’azote 
chez la cyanobactérie A. variabilis, et ce dans quatre conditions de croissance : en CO2 
ambiant ou augmenté, avec ou sans ajout d’azote exogène.  
Nous avons pu mettre en évidence un effet systématique du P sur la chlorophylle, avec une 
augmentation de la quantité de chlorophylle pour une concentration en P élevée (2,5 10
-5
 M). 
Cette augmentation de la chlorophylle pourrait se traduire par une augmentation de la 
photosynthèse (Wu et al. 2006) et semble donc cohérent avec de nombreuses études plaçant le 
P comme principal élément limitant la productivité primaire dans les lacs (Schindler 1977; 
Elser et al. 2007; Elser et al. 2009). Cependant dans notre étude, le taux de croissance n’est 
pas significativement différent à haut P. A. variabilis semble donc produire plus de 
chlorophylle que nécessaire pour sa croissance. Cette production de luxe de chlorophylle 
pourrait représenter un avantage pour la cyanobactérie en lui permettant pas exemple de 
s’adapter à des conditions de faible luminosité. 
L’effet du croisement entre le Mo et P sur la concentration de la chlorophylle, en conditions de 
CO2 élevée, sans ajout d’azote, pourrait être expliqué par un compromis entre l’acquisition du 
C et la fixation d’azote. Certaines études semblent montrer qu’une modification du ratio N:P 
pouvait altérer la composition ainsi que le ratio des pigments photosynthétiques, favorisant la 
synthèse de la chlorophylle à faible concentrations de P, en présence d’azote (Arroniz-Crespo 
et al. 2008 ; Ochoa-Hueso et al. 2014). En conditions de CO2 élevée, l’activité réduite des 
mécanismes facilitant l’accumulation et le transport du C inorganique (CCM, Rishiram et al. 
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2012) pourrait permettre à A. variabilis d’ajuster son métabolisme en fonction du ratio N:P, et 
potentiellement de favoriser tantôt la fixation de l’azote, tantôt l’acquisition du C. 
La diminution du taux de croissance associée à une augmentation de l’activité de la 
nitrogénase, observée à haut P et dans des conditions de CO2 ambiant avec ajout d’azote, 
pourrait être liée à une différence de stratégie de croissance des cyanobactéries. Certaines 
études ont montré que les facteurs environnementaux tels que le CO2 (Levitan et al. 2007 ; 
Czerny et al. 2009), ou la disponibilité en P (Chen et al. 2011), pouvaient influencer la 
longueur des filaments ainsi que le volume des cellules ou le taux de division. Le volume des 
cellules de la cyanobactérie unicellulaire Microcystis semble être négativement corrélé avec la 
concentration en P du milieu de croissance (Chen et al. 2011). De plus, l’augmentation du CO2 
atmosphérique semble tantôt stimuler la division cellulaire chez Trichodesmium 
(cyanobactérie non hétérocystique), augmentant ainsi la longueur des filaments et la biomassse 
cellulaire (Levitan et al. 2007), tantôt diminuer le taux de division cellulaire chez la 
cyanobactérie hétérocystique Nodularia (Czerny et al. 2009). Dans notre étude, à haut P, A. 
variabilis pourrait investir dans la formation de cellules végétatives de plus petites tailles ainsi 
que dans la différenciation d’hétérocystes, contrairement à des conditions de croissance à 
faible P, où le nombre de cellules serait plus faible mais leur volume plus élevé. Ceci pourrait 
permettre une gestion plus efficace du P par les cyanobactéries dans des conditions de faibles 
concentrations en P.  
Dans ces mêmes conditions de croissance, en CO2 ambiant en présence d’azote, on notera qu’à 
faible P, l’ajout d’azote semble réduire l’activité de la nitrogénase, indépendamment de la 
concentration en Mo  (Meeks et al. 1983 ; Mulholland et al. 2001 ; Holl et al. 2005 ; Vintila et 





) est moins couteuse en terme d’énergie et de pouvoir réducteur 
consommé par la cyanobactérie, que la réduction de l’azote atmosphérique par la nitrogénase 
(Meeks et al. 1983 ; Mulholland et al. 2001 ; Holl et al.2005). 
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Cette étude a mis en évidence un effet significatif du Mo sur l’activité de la nitrogénase dans 
des conditions de CO2 élevée sans ajout d’azote, avec une diminution de l’ARA à haut Mo. 
Cet effet du Mo, sur l’activité de la nitrogénase est contraire à ce qui est rapporté dans la 
littérature pour les organismes fixateurs d’azote  (e.g. cyanobactéries : Glass et al. 2012 ; FBN 
dans le sol et les litières : Wurzburger et al. 2012 ; Jean et al. 2013). Dans notre étude, la 
réduction de l’activité de la nitrogénase pourrait être expliquée par une efficacité métabolique 
de la FBN plus importante, dans des conditions de CO2 augmenté et à haut Mo, notamment 
lorsque les concentrations en P sont faibles (2,5.10
-6
 M). Dans ces conditions de CO2 
augmenté et à haut Mo, la cyanobactérie pourrait atteindre plus rapidement son quota d’azote 
fixé, ce qui engendrerait une réduction de l’activité de la nitrogénase lors de la fin de phase 
exponentielle de croissance. Cette diminution de l’activité de la nitrogénase qui semble plus 
importante lorsque les concentrations en P sont faibles, pourrait permettre une réallocation des 
ressources allouées à la fixation d’azote (énergie et pouvoir réducteur) à d’autres processus 
importants tels que la photosynthèse.  
Enfin nous avons observé un effet négatif de l’ajout d’azote dans des conditions de CO2 
augmenté, à faible Mo et P. Ces cultures n’ont pas atteint la fin de la phase exponentielle et 
sont entrées en phase de déclin après quelques jours de croissance. Ce déclin des cultures à 
faible Mo et P pourrait suggérer une limitation de la croissance à CO2 augmenté, soit par le 
Mo, soit par le P. Certaines études ont déjà mis en évidence une limitation de croissance par le 
P dans des conditions d’enrichissement en N, se traduisant par une augmentation de l’activité 
des phosphomonoestérases permettant l’augmentation de la disponibilité du P (Phoenix et al. 
2003 ; Arroniz-Crespo et al. 2008 ; Hogan et al. 2010). De plus, à très faible concentration, le 
Mo pourrait non seulement réduire la croissance en limitant l’activité de la  nitrogénase (Glass 
et al. 2012 ; Wurzburger et al. 2012) mais également, de par son rôle de cofacteur de la nitrate 
réductase (Nicholas et al. 1954b), en limitant l’assimilation de l’azote minéral (Nicholas et al. 
1954a ; Axler et al. 1980 ; Glass et al. 2012), et ce même si les besoins en Mo de la 
nitrogénase sont de 2 à 3 ordres de grandeurs supérieurs à ceux de la nitrate réductase (Sprent 
& Raven 1985). 
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3.2. Conclusion  
3.2.1. Compromis  entre C et N fixation 
Un compromis entre l’acquisition de carbone et la fixation d’azote pourrait permettre aux 
cyanobactéries d’être moins sensibles aux stress environnementaux comme la disponibilité en 
P dans notre étude. Lorsque les concentrations en P sont faibles, les cyanobactéries pourraient 
favoriser l’acquisition et le stockage d’azote au dépends dans la fixation de C. L’azote 
accumulé par la cellule pourrait par la suite être investi dans la machinerie photosynthétique 
(Arroniz-Crespo et al. 2008 ; Ochoa-Hueso et al. 2014), ou stocké sous forme de molécules 
comme les acides aminés ou la cyanophycine (Li et al. 2001 ; Picossi et al. 2004 ; Kolodny et 
al. 2006). Cette cyanophycine, qui est un polymère composé d’arginine et d’acide aspartique, 
peut s’accumuler en présence d’azote, sous forme de granules dans le cytoplasme des cellules. 
La synthèse de la cyanophycine, par catalyse enzymatique, semble plus importante dans des 
conditions de CO2 augmenté ou de faibles concentrations en P (Allen 1984). 
Pour les cyanobactéries hétérocystiques, la régulation des métabolismes de l’azote et du C 
semble être un facteur important dans l’adaptation des colonies aux changements 
environnementaux. En effet pour ces cyanobactéries, les fonctions de fixation d’azote et de C 
sont spatialement séparées. L’énergie (ATP) et le pouvoir réducteur (NADPH et ferredoxine) 
utilisés par l’hétérocyste pour la fixation de l’azote, peuvent être fournis soit via le 
photosystème I à l’intérieur de l’hétérocyste grâce à un transfert cyclique ou linéaire 
d’électron (Tel-Or & Stewart 1977 ; Peterson et al. 1981 ; Schrautemeier & Böhme 1985 ; 
Cardona et al. 2009), soit par les cellules végétatives adjacentes grâce à la voie des pentoses 
phosphates (Wolk et al. 1994). L’azote fixé à l’intérieur de l’hétérocyste est incorporé aux 
acides aminés, avant d’être redistribué aux cellules végétatives, notamment sous forme d’acide 
glutamique et d’arginine (Bohme 1998). Ces échanges entre cellules végétatives et 
hétérocystes, notamment le transport d’acide aminé sous forme passive (faible affinité) ou 
sous forme active (haute affinité) de l’hétérocyste vers les cellules végétatives (Montesinos et 
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al. 1995), pourraient être influencés par la disponibilité du P (pour les transports ATP 
dépendants) ou le pH (via le système des carbonates). 
3.2.2.  Avantages et inconvénients de l’approche expérimentale réductionniste 
Tous les types d’approches expérimentales ne sont pas équivalents lorsque l’on tente de 
déterminer les effets de facteurs environnementaux (e.g CO2) sur certaines fonctions 
écologiques comme la fixation d’azote (Diamond 1986). Dans le domaine de la recherche en 
écologie, Diamond (1986) distingue trois grands types d’approches expérimentales :  
- les approches de laboratoires (Laboratory Experiments LEs),  
- les approches de terrain (Field Experiments FEs), 
- les approches en milieu naturel (Natural Experiments NEs) qui regroupent : 
o les Natural Trajectory Experiments (NTEs), consistant à comparer une 
communauté, avant, pendant et après une perturbation,  
o et les Natural Snapshot Experiments (NSEs), consistant à comparer des 
communautés naturelles qui diffèrent pour une caractéristique particulière. 
 Les avantages et inconvénients de ces différents types d’approches sont analysés selon huit 
axes (compromis) regroupant le contrôle des variables environnementales, la correspondance 
des sites d’étude, la capacité de suivre une trajectoire, les échelles spatio-temporelles, la 
portée, le réalisme et la généralité (Tableau 1) (Diamond 1986). 
Les approches expérimentales de laboratoire comme celle utilisée pour cette étude manquent 
de réalisme et sont souvent réalisées sur de courtes échelles spatiotemporelles, ce qui restreint 
considérablement la portée des conclusions de l’étude (tableau 1). Cependant, ce type 
d’approche est communément employée par les chimistes et microbiologistes, car elle permet 
de contrôler de façon assez précise les variables biotiques (e.g disponibilité des nutriments) et 
abiotiques (e.g lumière, température) influençant le système expérimental (tableau 1). 
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Tableau 1: Comparaison des avantages et inconvénients des différentes approches 
expérimentales en écologie. (D’après: J. Diamond, 1986). 
 
 
L’approche expérimentale de laboratoire permet également de limiter la part de variabilité non 
expliquée que l’on retrouve entre différentes unités expérimentales notamment pour des 
communautés naturelles (tableau 1). Dans le cas de la FBN en forêt boréale, une part de cette 
variabilité est due à l’association symbiotique entre les bryophytes et les cyanobactéries. 
Comparé aux formes libres, les cyanobactéries en associations avec les bryophytes subissent 
différentes modifications de leur métabolisme suite à l’établissement de la symbiose 
(diminution de l’activité photosynthétique, augmentation de l’activité de fixation biologique 
d’azote, Meeks 1998). Les bryophytes semblent également contrôler la colonisation des 
cyanobactéries en réponse à certains facteurs environnementaux (e.g. la disponibilité en azote) 
notamment grâce à la libération d’un signal chimique (HIF pour hormogonia-inducing factor) 
induisant la formation de courts filaments motiles (hormogonies) chez la cyanobactérie, et de 
substances chimio-attractantes attirant les hormogonies vers leur hôtes (Bay et al. 2013). La 
réponse de la FBN face aux changements globaux peut donc être dépendante de la réponse de 
l’hôte. Un tel type d’approche expérimentale réductionniste, permettant de s’affranchir de la 
symbiose en ne prenant en compte que la cyanobactérie, pourrait donc permettre d’élucider les 





Regulation of independant variables Highest Medium/Low None None 
Site matching Highest Medium  Medium/Low Lowest 
Ability to follow trajectory Yes Yes Yes None 
Maximum temporal scale Lowest Lowest Highest Highest 
Maxium spatial scale Lowest Low  Highest Highest 
Scope (range of manipulations) Lowest Medium/Low Medium/Low Highest 
Realism None/Low High Highest Highest 
Generality None  Low  High  High 
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différents mécanismes impliqués dans la réponse de la fixation biologique d'azote face aux 
différents facteurs environnementaux étudiés. 
3.3. Perspectives  
3.3.1. Estimation de la croissance des cyanobactéries filamenteuses ainsi que de leur potentiel 
de fixation biologique d’azote. 
La mesure de la densité optique (OD720) semble être ici un mauvais estimateur de la croissance 
puisqu’elle ne donne aucun renseignement sur la morphologie cellulaire des cyanobactéries 
filamenteuses. Un autre proxy qui peut être employé pour estimer la croissance des 
cyanobactéries est la chlorophylle (Levitan et al. 2007 ; Low-décarie et al. 2011) dont la 
concentration est souvent reliée à la disponibilité du P et à la productivité primaire. Cependant 
ce proxy peut être influencé par de nombreux facteurs environnementaux tels que la lumière, 
la température, le CO2 ou la disponibilité en N. Enfin, tout comme la mesure de la densité 
optique des cultures de cyanobactéries, la mesure de la quantité de chlorophylle ne donne 
aucun renseignement sur un possible changement de forme ou de volume des cellules.  
Il aurait été intéressant de pouvoir mesurer la longueur des filaments ainsi que le volume et la 
forme des cellules lors de notre étude. De telles mesures morphologiques auraient été 
complémentaires aux mesures de fixations d’azote, de taux de croissance et de quantité de 
chlorophylle, et auraient pu permettre de déterminer la stratégie de croissance utilisée par A. 
variabilis dans les différentes conditions expérimentales (CO2, N, Mo et P). Les techniques de 
cytométrie en flux, basées sur la fluorescence de la chlorophylle, pourraient permettre la 
séparation et le comptage des différents types cellulaires (ratio cellule végétative vs. 
hétérocyste). Une modification de l’acquisition du carbone ou de l’azote dans des conditions 
de CO2 augmenté pourrait être expliquée par un changement du ratio cellules 
végétatives/hétérocystes au sein des colonies de cyanobactéries. L’augmentation de la 
demande en azote, dans des conditions de CO2 atmosphérique augmenté, pourrait se traduire 
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par une augmentation de la fréquence des hétérocystes, pouvant permettre l’augmentation de 
la fixation d’azote et de la croissance. Les techniques de cytométrie en flux pourraient 
également permettre de caractériser la morphologie des cellules (forme et volume), mais 
également de tester les effets de différentes variables environnementales (CO2, nutriments) sur 
la morphologie des colonies de cyanobactéries. Par exemple, les cyanobactéries filamenteuses 
pourraient tantôt investir dans des filaments courts composés de cellules volumineuses lorsque 
les concentrations en P sont faibles, tantôt investir dans des filaments plus longs mais 
composés de cellules plus petites lorsque les concentrations en P seraient plus élevées. 
La normalisation par la quantité de chlorophylle de la quantité d’éthylène produite par la 
nitrogénase, ne semble pas non plus être un très bon indicateur du potentiel de fixation 
biologique de l’azote. En effet la concentration en chlorophylle peut être influencée par la 
disponibilité du P, mais également par la température ou le CO2. Une normalisation par la 
densité optique des cultures ne semble pas plus appropriée puisqu’elle semble être un mauvais 
estimateur de la croissance des cyanobactéries, notamment lorsque celle-ci implique des 
changements de morphologie. Il pourrait être envisageable de normaliser l’ARA par une 
mesure de biomasse des cyanobactéries, cependant, quelques soit la normalisation utilisée, il 
semble essentiel de combiner l’estimation du potentiel de fixation d’azote à d’autres mesures 
permettant d’évaluer la croissance des cyanobactéries. Des mesures de morphologie cellulaire, 
de croissances cellulaires (e.g OD, chlorophylle ou comptage), de ratio C:N:P, associées à des 
mesures de capacité de fixation d’azote et de carbone pourraient permettre d’avoir une bonne 
idée des stratégies de croissance des cyanobactéries filamenteuses mais également de 
caractériser les effets de facteurs environnementaux (e.g augmentation du CO2, dépositions 
azotées) sur ces différentes stratégies. 
3.3.2. Mécanismes impliqués dans la co-régulation des métabolismes du carbone et de l’azote 
Une modification des facteurs environnementaux devrait influencer le métabolisme des  
cyanobactéries, leur permettant de s’adapter à de nouvelles conditions environnementales. Il 
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serait intéressant de caractériser ces mécanismes, notamment les mécanismes impliqués dans 
le compromis entre l’acquisition du C et la fixation d’azote. 
Certaines études semblent déjà indiquer que les métabolismes du carbone et de l’azote seraient 
régulés par le niveau de 2-oxoglutarate (2-OG) dans la cellule (Muro-pastor et al. 2001 ; 
Ohashi et al. 2010). Cet intermédiaire du cycle de Krebs pourrait représenter un facteur clé 
dans le compromis entre C et N, en informant les cellules sur leur statut en N (Ohashi et al. 
2010). Certaines études ont déjà tenté de caractériser les cascades réactionnelles contrôlées par 
le 2-OG (Muro-pastor et al. 2005 ; Espinosa et al. 2006 ; Zhang & Zhao 2008), ainsi que 
l’influence de la disponibilité de l’azote sur ces cascades (Forchhammer 2004 ; Ohashi et al. 
2010). Dans des conditions de limitations en azote, le 2-OG s’accumule dans la cellule en 
raison d’une activité réduite du cycle GS-GOGAT (Glutamine Synthétase - Glutamine 
Oxoglutarate AminoTransférase) qui permet l’assimilation de l’ammonium (Muro-pastor et al. 
2005). L’accumulation de 2-OG dans la cellule engendre l’activation du facteur de 
transcription NtcA impliqué dans la transcription des gènes d’assimilation du nitrate (Espinosa 
et al. 2006 ; Zhang & Zhao 2008 ; Ohashi et al. 2010). Dans des conditions de faible 
disponibilité en azote, l’excès de 2-OG favorise également la formation d’un complexe entre 
PipX, une protéine spécifique des cyanobactéries, et le facteur de transcription NtcA. Ce 
complexe formé est impliqué dans la transcription des gènes de la nitrogénase dont l’opéron 
nifHDK (Forchhammer 2004 ; Ohashi et al. 2010) ainsi que dans la différenciation des 
hétérocystes (Muro-pastor et al. 2002). Ces nombreuses études semblent indiquer que les 
cyanobactéries sont capables de réguler leur métabolisme en fonction de la disponibilité en 
azote dans leur environnement. Cependant aucune étude à ce jour n’a tenté de déterminer 
l’effet de l’augmentation du CO2 atmosphérique et des disponibilités en, Mo et P sur ces 
cascades impliquées dans la régulation des métabolismes de l’azote et du carbone, durant la 
phase exponentielle de croissance.  
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3.3.3. La fixation d’azote par les cyanobactéries à plus large échelle 
La fixation biologique de l’azote par les cyanobactéries représente une source d’azote non 
négligeable, notamment dans les écosystèmes comme la forêt boréale où la productivité 
primaire est limitée par la disponibilité de l’azote. En forêt boréale, les cyanobactéries 
fixatrices d’azote sont souvent en association symbiotique avec des organismes supérieurs 
comme les mousses ou les lichens. L’établissement de ces relations symbiotiques pourrait 
faciliter l’accès aux nutriments, notamment l’azote. En effet, une partie de l’azote fixé par les 
cyanobactéries semble être transféré et incorporé aux tissus de leurs hôtes (Rai et al. 2002 ; 
Turetsky 2003 ; Bay et al. 2013). Dans le cas de l’association de Nostoc spp.- Sphagnum, plus 
de 35 % de l’azote fixé par la cyanobactérie semble être alloué à la formation de biomasse 
chez la sphaigne (Berg et al. 2013). Pour d’autres types d’associations, notamment chez les 
lichens, les hépatiques ou les anthocérotes, le transfert d’azote entre la cyanobactérie et l’hôte 
peut atteindre jusqu’à 90% de l’azote fixé par la cyanobactérie (Meeks et al. 1983 ; Rai et al. 
2000).  
Il pourrait être intéressant de développer des approches expérimentales de terrain qui 
permettaient de gagner en réalisme tout en maintenant un certain niveau de contrôle sur les 
variables environnementales (tableau 1). L’utilisation de microcosmes ou d’Open-Top 
Chambers (OTCs), permettant la manipulation des concentrations en CO2 et l’apport des 
nutriments (N, P et métaux), pourrait permettre d’une part de mettre en évidence les facteurs 
influençant les bryophytes ainsi que la symbiose avec les cyanobactéries, mais également de 
déterminer l’effet de la combinaison de ces facteurs sur les taux de fixation d’azote. 
De telles approches expérimentales pourraient permettre de tester l’effet de changements 
climatiques sur la fixation biologique de l’azote dans des conditions naturelles, en forêt 
boréale. L’utilisation d’azote marqué permettrait d’étudier le devenir de l’azote fixé par les 
cyanobactéries associées aux mousses et de mettre en évidence les potentiels transferts d’azote 
entre les mousses et les autres végétaux. La productivité de la forêt boréale étant limité par la 
38 
 
disponibilité de l’azote, une augmentation des taux de fixation d’azote chez les cyanobactéries 
pourrait par exemple, influencer la régénération des essences forestières comme l’épinette, 
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